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PROCEDE DE MATURATION DES CELLULES DENDR1TIQUES ET 
D'ACTIVATION DES MACROPHAGES AVEC LE RU 41740 



DESCRIPTION 

La presente invention se situe dans le domaine de la therapie cellulaire. 
Elle a pour objet un procede capable de generer des cellules dendritiques 
matures et/ou des macrophages actives de mammiferes a partir de 
monocytes, de precurseurs des monocytes, ou de cellules souches 
hematopoTetiques. 

Les cellules dendritiques jouent un role critique dans I'emergence de la 
reponse immunitaire antitumorale T anti-infectieuse et auto-immune. En 
effet, les cellules dendritiques sont les seules cellules capables d'induire 
une reponse primaire a partir des lymphocytes T. Elles ont done un role 
clef dans ('initiation de la reponse immunitaire. Une telle fonction est a 
rapprocher de nombreuses proprietes morphologiques et des molecules de 
surface des cellules dendritiques. En effet, grace a de larges expansions 
de leur membrane cytoplasmique, les cellules dendritiques ont une surface 
de contact avec leur environnement particulierement importante. De plus, 
elles possedent a leur surface de tres nombreux antigenes 
d'histocompatibilite de classe I et de classe II qui permettent la 
presentation antigenique. 

Apres sa prise en charge par la cellule dendritique, Tantigene subit un 
«appretement» (processing en anglais) avant d'etre presente au 
lymphocyte T. L'appretement (remaniement), qui necessite un 
metaboiisme cellulaire actif, comporte quatre etapes : la captation de 
25 I'antigene, sa degradation enzymatique en petits fragments peptidiques 
dans un compartiment intracellulaire, I'association de ces fragments aux 
molecules de classe II du CMH, et la migration des complexes peptides- 
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molecules de classe II a la surface de la cellule presentatrice de l antigene 
(CPA) pour la presentation au recepteur des cellules T (RcT) du 
lymphocyte T auxiliaire (Th). La premiere etape (captation), qui est 
independante de la temperature, s'effectue par I'intermediaire de 
5 recepteurs non specifiques ou par d'autres mecanismes encore mal 
connus. Plus les molecules sont de taille importante, mieux elles sont 
captees. La deuxieme etape, qui est dependante de la temperature (elle 
est bloquee a 4 degres), est Tinternalisation de I'antigene dans les 
phagosomes qui, ensuite, fusionnent avec les lysosomes (organites 

10 intracytoplasmiques riches en proteases), donnant ainsi naissance aux 
endosomes a pH acide. La proteolyse de I'antigene en fragments 
peptidiques s'effectue, dans ces vesicules, sous Taction, notamment, des 
cathepsines B, puis D. Cette etape peut etre bloquee par les ions 
ammonium, qui inhibent la liaison phagosome-iysosome, ou par ia 

15 chloroquine, qui efeve le pH des lysosomes. La troisieme etape est un 
processus complexe encore mal connu dans ses details, qui aboutit a 
('association entre la molecule de classe II du CMH, et certains fragments 
particuliers de I'antigene degrade constitues generalement de neuf a vingt- 
cinq acides amines. La quatrieme etape implique la migration du complexe 

20 molecule de classe ll-peptide (dite forme C3) a la surface de la CPA. Le 
complexe ainsi forme peut alors interagir avec le RcT approprie a la 
surface du lymphocyte Th sous reserve que les molecules du Complexe 
Majeur d'Histocompatibilite (CMH) du lymphocyte appartiennent au meme 
haplotype que celles de la cellule presentatrice (restriction allogenique). 

25 Les cellules dendritiques sont par ailleurs tres riches en molecules de 
costimulation de la reponse immunitaire, telles que les molecules CD80, 
CD86, CD40 qui activent respectivement les molecules CD28, CTLA-4 et 
CD40L des lymphocytes T en initiant la reponse immunitaire. Elles 
possedent aussi de tres nombreuses molecules de I' adhesion, comme la 

30 molecule CD54 ou la molecule CD11a/CD18, ce qui facilite la cooperation 
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entre les cellules dendritiques et les cellules T. Une autre caracteristique 
particuiiere des cellules dendritiques est de deployer des fonctions 
differentes en fonction de leur stade de differentiation. Ainsi, la capture de 
l antigene et sa transformation sont les deux fonctions principales de la 

5 cellule dendritique immature, tandis que ses capacites a presenter 
l antigene pour stimuler les cellules T augmentent au fur et a mesure que 
les cellules dendritiques migrent dans les tissus et les ganglions 
lymphatiques. Ce changement de fonctionnalite correspond a une 
maturation de la cellule dendritique. Ainsi, le passage de la cellule 

10 dendritique immature a la cellule dendritique mature represente une etape 
fondamentale dans r initiation de la reponse immunitaire. Cette maturation 
peut etre facilement suivie grace a revolution des marqueurs de surface 
durant ce processus. Les marqueurs de surface caracteristiques des 
differents stades de maturation des cellules dendritiques sont resumes 

15 dans le tableau ci-apres. 



Type cellulaire 


Marqueurs de surface 


Monocytes 


CD14++, DR+,CD86+,CD16+/-,CD54+,CD40+ 


Cellule dendritique immature 


CD14 CD16-, CD80+/-, CD83-, CD86+, 
CD1a+, CD54+, DQ+. DR++ 


Cellule dendritique mature 


CD14-. CD83++, CD86++, CD80++, 
DR+++. DQ++, CD40++, CD54++, CD1a-. 



Tableau 1 



Uisolement des cellules dendritiques du sang peripherique est tres difficile 
puisque moins de 1 % des globules blancs appartiennent a cette categorie. 
De la meme fa?on, I'extraction a partir des tissus est impossible chez 
20 rhomme et fort complexe chez I'animal. Cest pourquoi une avance 
importante a ete realisee lorsque Ton a pu generer des cellules 
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dendritiques a partir de precurseurs hematopoietiques et des monocytes 
en presence de differentes cytokines. La production de cellules 
dendritiques a partir de monocytes peut se faire en presence de GM-CSF 
et d'IL-4 pour obtenir des cellules dendritiques immatures, qui matureront 
5 apres contact avec du TNF-a ou avec d'autres agents tels que le CD40- 
ligand, le LPS ou des milieux conditionnes a partir de macrophages. Ces 
derniers agents sont des substances toxiques ou complexes. De meme, 
Pactivation des macrophages in vivo est complexe et difficilement 
controlable. C'est pourquoi I'activation ex vivo represente un moyen 
io approprie pour des etudes experimental et des applications 
therapeutiques. 

Les macrophages actives sont des cellules que Ton rencontre dans les 
tissus apres une activation du processus inflammatoire par des inducteurs 
specifiques ou non specifiques. Ces cellules interviennent dans 
15 lelimination des agents toxiques, pathogenes ou des cellules alterees ou 
cancereuses. 

Le RU 41740, commercialise sous la marque Biostim par les Laboratoires 
Cassenne (France), est un medicament compose d'extraits glycoproteiques 
obtenus a partir d'une souche de Klebsiella pneumoniae K 2 Oi (souche 
20 01K2 NCTC 5055). II est obtenu apres lyse des parois bacteriennes, 
extraction organique, centrifugation et ultrafiltration. 

II se compose de : - 80 % de glycoproteines 

- d'acides amines, de lipides et d'acides nucleiques. 

La partie glycoproteique est divisee en 3 fractions : P1, F1, F2. 

25 P1, d^rigine capsulaire, represente environ 50 % du RU 41740, et a un 
poids moleculaire moyen de 95 kD, 
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F1 est cTorigine membranaire et represente environ 20 % du RU 41740, et 
a un poids moleculaire moyen de 350 kD 

F2 semble etre une partie de P1 . 

Le RU 4170 ne provoque pas d'effet pyrogene, comme en atteste la 
5 negativite du test au Limulus effectue avec ce compose. 

La presente invention decrit un nouveau procede de maturation des 
cellules dendritiques en utilisant, comme agent inducteur de cette 
maturation, le RU 41740 ou un analogue de celui-ci tel que defini ci-apres. 

Parmi ies agents permettant la maturation des cellules dendritiques, le 
TNF-a est celui dont Tactivite a ete le mieux caracterisee. 
Malheureusement, cette lymphokine est tres toxique et peut declencher 
des reponses extremement violentes in vivo, ce qui presente un obstacle 
majeur a son utilisation en therapie cellulaire. Le LPS est un autre 
compose capable d'induire la maturation des cellules dendritiques. II 
presente aussi une toxicite importante et induit un effet pyrogene puissant, 
ce qui est atteste par la positivite du test au Limulus effectue avec le LPS. 
II produit en outre des resultats variables suivant le lot utilise. Le LPS 
presente enfin Tinconvenient de se degrader tres rapidement. Quant au 
ligand du CD40 (CD40L), il oriente la differenciation des cellules 
dendritiques de fa?on variable selon la concentration et la periode 
d f incubation f ce qui le rend difficilement utilisable en therapie cellulaire. 

Comme cela est illustre dans Ies exemples experimentaux ci-apres, le RU 
41740 permet d'induire la maturation des cellules dendritiques avec une 
efficacite comparable ou superieure aux agents de reference cites ci- 
25 dessus. II presente en outre plusieurs avantages importants par rapport a 
ces agents. En particulier, le RU 41740, commercialise sous la marque 
Biostim, est utilise depuis 1982 comme medicament pour stimuler le 
systeme immunitaire lors d* infections chroniques (bronchite chronique, 
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otite, rhinite, ...), a titre curatif ou preventif. Sa parfaite tolerance par 
Porganisme a ete demontree. De plus, le RU 41740 est un compose 
extremement stable, et les inventeurs ont montre qu'il induisait la 
maturation des cellules dendritiques de fapon tres reproductible et 
5 dependante de la dose utilisee. 

Dans une perspective de therapie cellulaire necessitant des cellules 
dendritiques matures, le RU 41740 est done particulierement interessant, 
de par son innocuite et sa simplicity d 1 utilisation liee a sa stabilite et a la 
reproducibility des resultats obtenus. 

10 L utilisation de tout compose analogue du RU 41740 et presentant des 
proprietes comparables a celui-ci, dans des procedes tels que ceux decrits 
ci-dessous, entre bien evidemment dans le cadre de la presente invention. 
Dans la suite, on appellera « analogue du RU 41740 » un compose 
comportant 60 a 90 % de glycoproteines, et capable d'induire, lors de sa 

15 mise en contact de cellules dendritiques immatures, a des concentrations 
inferieures ou egales a 1 mg/ml, une augmentation significative de 
('expression des molecules CD40, CD83, CD86 et HLA-DR et une 
diminution tres marquee de ('expression des molecules CD14 et CD1a par 
lesdites cellules dendritiques. Des exemples d'analogues du RU 41740 f 

20 sont le LCOS 1013 et le LCOS 1014, dont les procedes de fabrication sont 
decrits a Texemple 10. Dans la suite du texte, et sauf indication contraire. 
le terme « RU 41740 » designera aussi bien le RU 41740 proprement dit, 
constituant le principe actif du Biostim, qu'un analogue de celui-ci. 

Un « analogue du RU 41740 » est defini ici comme un compose d'extraits 
25 glycoproteiques obtenus a partir d'une souche de Klebsiella (par exemple, 
la souche d K 2 NC TC 5055 de Klebsiella pneumoniae), par au moins les 
etapes suivantes : 

■ culture de la souche 

■ lyse des parois bacteriennes 
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■ extraction organique 

■ centrifugation 

■ ultrafiltration 

■ sechage 

5 L exemple 10 ci-dessous presente deux procedes de productions 
d'analogues du RU 41740, designes sous les references LCOS 1013 et 
LCOS 1014. 

La structure chimique d'un analogue du RU 41740 est majoritairement 
composee de : 
io ■ hydrate de carbone = 70% ± 12 
• proteines = 20% ± 6. 

Des lipides, nucleosides et acides amines sont presents a I'etat de traces. 

Le RU 41470 ou un analogue de celui-ci presentent un taux d'endotoxines 
bacteriennes indetectable (a 10 pg/ml). 

15 Le RU 41740 est actif dans tous les procedes utilisant les monocytes, des 
precurseurs des monocytes, ou les cellules souches hematopoTetiques 
chez Thomme et ('animal. De plus, le RU 41740 permet d'obtenir en meme 
temps des macrophages actives a partir des memes cellules de depart. 

La maturation des cellules dendritiques par leur mise en presence de RU 
20 41740 peut etre attestee par leurs proprietes phenotypiques ou par leurs 
proprietes fonctionnelles. 

Ainsi, I'invention porte sur un procede d'obtention de cellules dendritiques 
matures (Monocyte Dendritic Cells, ou MODC) ou de macrophages actives 
a partir de monocytes, de precurseurs des monocytes, ou de cellules 
25 souches hematopoTetiques, caracterise en ce que lesdits monocytes, 
precurseurs ou cellules souches sont mis en contact avec le RU 41740 ou 
un compose analogue de celui-ci, ce compose etant choisi de telle sorte 
que la mise en contact de cellules dendritiques immatures avec ledit 
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compose permette la maturation fonctionnelle des cellules dendritiques, 
attestee par leur capacite a : 

- declencher in vitro une reponse primaire contre un antigene infectieux 
ou tumoral mis en contact avec les cellules dendritiques prealablement 

5 et/ou au cours de leur culture avec les lymphocytes T ; 

- induire la proliferation de lymphocytes T en culture mixte autologue ou 
allogenique. 

Les exemples 6, 7 9, 1 1 et 12 sont une illustration de ce precede. 

L'invention porte egalement sur un procede d'obtention de cellules 
10 dendritiques matures ou de macrophages actives a partir de monocytes, de 
precurseurs des monocytes, ou de cellules souches hematopoietiques, 
caracterise en ce que lesdits monocytes, precurseurs ou cellules souches 
sont mis en contact avec le RU 41740 ou un compose analogue de celui-ci, 
ce compose etant choisi de telle sorte que la mise en contact de cellules 
15 dendritiques immatures avec ledit compose permette la maturation 
phenotypique des cellules dendritiques, attestee par une augmentation 
significative de I'expression des molecules CD40, CD83, CD86, et HLA-DR 
et une diminution tres marquee de I'expression des molecules CD14 et 
CD1a par lesdites cellules dendritiques. 

20 Les exemples 1 a 3 sont une illustration de ce procede. 

Par ailleurs, les proprietes physico-chimiques naturelles du RU 41740 
permettent d'y adsorber des molecules, en particulier des molecules 
antigeniques. Ceci permet done de realiser de fa?on simple un couplage 
non covalent entre le RU41740 et des molecules antigeniques. II sera alors 
25 possible d'obtenir des cellules dendritiques matures specifiques des 
antigenes adsorbes au RU 41740 ou a un analogue de celui-ci, en 
incubant des cellules dendritiques immatures avec un produit de couplage 
entre le RU 41740 ou son analogue et les molecules antigeniques choisies. 
Le couplage entre le RU 41740 ou un analogue de celui-ci et les molecules 
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antigeniques peut etre realise par n'importe quel precede connu de 
i'homme du metier. De fapon preferee, les antigenes seront adsorbes a ta 
surface du RU 41740 ou de son analogue, mais d ! autres moyens de 
couplage (liaison covalente, affinite, etc ...) peuvent aussi etre envisages. 
5 Le procede de couplage le plus simple, par adsorption a la surface du 
RU41740, presente en outre lavantage de permettre un couplage avec 
des molecules antigeniques essentiellement non proteiques. 

Le produit de couplage entre le RU 41470 ou un analogue de celui-ci et 
des molecules antigeniques, pour induire la maturation de cellules 

10 dendritiques ou ('activation de macrophages, fait partie de ta presente 
invention. Dans une realisation preferee des produits de couplage de 
r invention, le couplage est assure par une liaison non covalente. Un 
produit de couplage particulier est celui du RU41740 ou d'un analogue de 
celui-ci, avec une molecule antigenique de nature essentiellement non 

1 5 proteique. 

L' invention porte aussi sur un procede d'obtention de cellules dendritiques 
matures presentant des antigenes choisis, a partir de monocytes, 
precurseurs des monocytes, ou de cellules souches hematopo'tetiques, 
caracterise en ce que lesdits monocytes, precurseurs ou cellules souches 
20 sont mis en contact avec le RU 41740 ou un analogue de celui-ci, couple a 
des molecules comportant lesdits antigenes. 

Dans une realisation preferee de r invention, les procedes decrits ci-dessus 
permettent d'obtenir des cellules dendritiques matures ou des 
macrophages actives par la mise en contact de monocytes, precurseurs 
25 des monocytes, ou de cellules souches hematopoTetiques avec le RU 
41740, couple ou non a des molecules antigeniques. 

Dans une mise en oeuvre preferee des procedes de V invention, le RU 
41740 est ajoute au milieu de culture des cellules a une concentration 
finale comprise entre 1 ng/ml et 1 mg/ml, preferentiellement entre 100 
30 ng/ml et 10 pg/ml. 
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Dans une autre mise en oeuvre preferee des procedes de r invention, les 
monocytes, precurseurs ou cellules souches sont mis en contact avec un 
analogue du RU 41740 obtenu a partir de la souche K 2 NCTC 5055 de 
Klebsiella pneumoniae. Un tel analogue est par exemple le LCOS 1013 ou 
5 le LCOS 1014, qui est ajoute au milieu de culture des cellules a une 
concentration finale comprise de preference entre 1 ng/ml et 1 mg/ml, et, 
de maniere encore preferee, entre 100 ng/ml et 50 pg/mL 

Dans les procedes de ('invention, la duree d'incubation des monocytes, 
precurseurs des monocytes, ou des cellules souches hematopoietiques en 
io presence de RU 41740 ou d'un compose analogue de celui-ci est 
preferentiellement de 1 a 15 jours. 

La therapie cellulaire est une approche recente consistant a administrer a 
un patient des cellules modifiees ex vivo de fa?on a leur conferer des 
proprietes susceptibles d'avoir un effet benefique pour le patient. Les 

15 proprietes naturelles des cellules dendritiques en font un excellent candidat 
pour des approches de therapie cellulaire dans plusieurs domaines de 
pathologie, de par leur capacite a induire une reponse immunitaire primaire 
a partir des lymphocytes T. En particulier, I'immunotherapie anti-tumorale 
par administration de cellules dendritiques presentant un ou plusieurs 

20 antigenes tumoraux, est une approche de therapie cellulaire 
particulierement prometteuse. Le principe de cette approche est de 
presenter au systeme immunitaire des antigenes tumoraux, de fa?on 
particulierement efficace, afin de stimuler une reponse contre les cellules 
presentant ces antigenes. Cette approche est illustree dans 1'exemple 6 ci- 

25 apres. 

L'exemple 7 presente ci-apres demontre que I'administration de cellules 
dendritiques presentant des antigenes de micro-organismes permet 
d'obtenir une immunisation primaire vis-a-vis de ces micro-organismes, et 
peut done etre utilisee dans la lutte anti-infectieuse. 
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Une autre approche de therapie cellulaire utilisant des cellules dendritiques 
consiste a orienter les cellules dendritiques vers une reaction de tolerance 
de I'hote vis-a-vis d'antigenes particuliers. Ceci peut etre utile par exemple 
pour induire une tolerance vis-a-vis d'alloantigenes lors d'une greffe 
5 allogenique, d'autoantigenes lors d'une maladie autoimmune, ou 
d'allergenes lors d'une maladie allergique. 

En effet, les cellules dendritiques, dans certaines conditions de culture, 
peuvent provoquer une reaction d'anergie, c*est-a-dire Pinactivation 
fonctionnelle des lymphocytes T au lieu de leur activation. La culture des 

10 cellules dendritiques en presence d'immunosuppresseurs comme la 
cyclosporine ou P histamine, entraine une modification des antigenes de 
membrane, qui va induire une reponse de tolerance et non une reponse 
cytotoxique. Cette constatation pourrait avoir des implications importantes 
dans le cadre des greffes d'organes d'une part, et des traitements des 

15 maladies auto-immunes d'autre part, comme la polyarthrite rhumatoYde, la 
myasthenie, le diabete insulinodependant, la sclerose en plaques, 
l eczema, le psoriasis, etc. et les maladies allergiques. L'exemple 8 illustre 
cette approche en montrant I' influence de la cyclosporine A en presence 
de RU 41740 sur la maturation des cellules dendritiques. 

20 Quel que soit le type de pathologie concerne, la therapie cellulaire peut 
etre realisee en administrant au patient humain ou animal des cellules 
autologues, homologues ou xenologues apres leur modification ex vivo. 

La presente invention porte ainsi sur un procede tel que ceux decrits ci- 
dessus t dans lequel les cellules dendritiques sont traitees ex vivo et 
25 administrees apres maturation a un patient, humain ou animal, de fa?on 
autologue, homologue ou xenologue, pour la prophylaxie, Pattenuation ou 
le traitement de maladies cancereuses, infectieuses, allergiques, ou auto- 
immunes. 

L' utilisation du RU 41740 ou d'un analogue de celui-ci, pour la preparation 
30 d'une composition comprenant des cellules dendritiques matures et/ou des 
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macrophages actives et/ou des cellules de Langerhans de la peau, entre 
aussi dans le cadre de la presente invention. 

Les inventeurs ont montre que le RU 41740 permettait d'induire in vitro la 
maturation des cellules de Langerhans (exemple 4). Cette propriete 

5 pourrait done etre avantageusement utilisee pour favoriser une reponse 
immunitaire au niveau de la peau ou des muqueuses, par administration 
topique d'une composition comportant du RU 41740. Des exemples 
d' indication d une telle composition sont notamment les gingivites et les 
parodontites. L'utilisation du RU 41740 ou d'un analogue de celui-ci, pour 

io la preparation d'une composition pharmaceutique pour une administration 
topique ou systemique, fait done egalement partie de cette invention. 

Dans un autre aspect de I' invention, le RU 41740 ou un analogue de celui- 
ci est couple a un ou plusieurs antigenes d'interets, puis administre 
directement in vivo pour induire la production par I'organisme de cellules 

15 dendritiques matures ou de macrophages actives presentant lesdits 
antigenes. Dans cette realisation de I' invention, le RU 41740 ou son 
analogue sert en fait de vecteur pour les antigenes d'interet, et permet la 
presentation de ces antigenes au systeme immunitaire d'une fagon telle 
qu'il induit la production de cellules dendritiques matures ou de 

20 macrophages actives presentant lesdits antigenes. ^ 

^invention porte done sur un precede tel que ceux decrits ci-dessus, dans 
lequel les cellules dendritiques matures ou les macrophages actives sont 
produits directement in vivo. 

^utilisation d'un produit de couplage entre le RU 41470 ou un analogue de 
25 celui-ci et un ou plusieurs antigenes, pour la preparation d'une composition 
apte a induire la production de cellules dendritiques matures ou de 
macrophages actives presentant lesdits antigenes, entre aussi dans le 
cadre de cette invention. 
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Les cellules dendritiques matures obtenues par des precedes tels que ceux 
decrits ci-dessus peuvent etre utilisees dans le traitement de divers types 
de pathologies, notamment en immunotherapie anti-tumorale, dans la lutte 
anti-infectieuse, ou pour augmenter la tolerance de I'organisme vis-a-vis de 
5 certains antigenes particuliers. Dans une mise en oeuvre preferee de 
I' invention, les cellules dendritiques obtenues par un procede tel que decrit 
ci-dessus sont utilisees dans la fabrication d'une composition apte a 
favoriser une reponse immunitaire antitumorale. 

De meme, ( utilisation de cellules dendritiques obtenues par un procede de 
10 la presente invention, dans la fabrication d'une composition apte a 
favoriser une reponse immunitaire contre une infection par un micro- 
organisme, est partie integrante de I'invention. 

Dans une autre realisation preferee de I'invention, les cellules dendritiques 
obtenues par un procede tel que decrit ci-dessus sont incubees en 
15 presence d'un immunosuppresseur, et utilisees dans la fabrication d'une 
composition apte a modifier la reponse immunitaire dans le sens d'une 
tolerance. 

Les cellules dendritiques matures produites par les procedes de I'invention 
peuvent aussi etre utilisees pour identifier des antigenes mineurs 

20 d' histocompatibility. Cette technique consiste a recuperer les monocytes 
en les faisant differencier en cellules dendritiques matures, puis en les 
utilisant comme des cellules stimulantes dans une reaction de culture mixte 
lymphocytaire entre individus de la meme famille HLA compatible. Ce 
systeme permet de detecter des disparites concernant les antigenes 

25 mineurs d'histocompatibilite et de pouvoir approfondir la compatibility ou 
les incompatibilites entre personnes d'une meme famille, ce qui presente 
des avantages certains dans le domaine des greffes de tissus et d'organes 
en intra familial ou meme extra familial. Utilisation de cellules dendritiques 
obtenues par un procede de I'invention, pour la detection et/ou la 
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caracterisation des antigenes d' histocompatibility, fait aussi partie de la 
presente invention. 

Les exemples et figures presentes ci-dessous a titre non iimitatif 
permettront de mettre en evidence certains avantages et caracteristiques 
5 de la presente invention. 

Leqende des figures 

La figure 1 represente revolution des marqueurs cellulaires au cours de la 
differenciation des monocytes en cellules dendritiques a JO (courbes en 
pointilles = marqueurs monocytaires avant traitement), J6 (courbes en traits 
10 fins = cellules dendritiques immatures), et J8 (courbes en traits gras = 
cellules dendritiques matures), apres ajout du RU 41740 a 25 jig/ml a partir 
de J6. 

La figure 2 illustre la generation de lignees T cytotoxiques specifiques du 
peptide de la thyrocalcitonine. En abscisse est indique le ratio 
15 effecteur/cible utilise, tandis qu'en ordonnee est indique le pourcentage de 
lyse des cellules cibles. 

La figure 3 demontre la presentation de la toxine tetanique par les cellules 
dendritiques derivees de monocytes humains cultives en presence de GM- 
CSF, IL-4 et RU 41740. L'ordonnee indique I' incorporation de thymidine 
20 tritiee, mesuree en coups par minutes (cpm). 

La figure 4 illustre T influence de la cyclosporine A (CsA) sur la maturation 
des cellules dendritiques derivees de monocytes cultives en presence de 
GM-CSF, d'IL-4 et de RU 41740. Les courbes, obtenues en cytometrie de 
flux, montrent I'expression du CD83 en absence de CsA (4A) et en 
25 presence de CsA a 5 jig/ml (4B). Les figures 4C et 4D montrent les memes 
courbes pour un autre marqueur des cellules dendritiques, I'antigene DC 
Lamp. Les courbes en pointille ont ete obtenues avec un anticorps primaire 
anti-KLH, non pertinent pour les cellules dendritiques. 
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La figure 5 montre I'orientation de la reponse immune vers une reponse 
immune de type Th2 par des cellules dendritiques derivees de monocytes 
et traitees par la cyclosporine A (CsA). L'ordonnee represente 
respectivement la secretion d'IL-12 (figure 5A) et le rapport de secretion de 
5 cytokines IFN-y/IL-10 (Th1/Th2) (Figure 5B) par des cellules dendritiques 
derivees de monocytes cultivees en presence de GM-CSF, IL-4 et RU 
41740, et traitees par ia cylosporine A a 5 jag/ml (colonne noires) ou non 
(colonnes blanches). Trois experiences sont representees pour chaque 
condition. Les resultats sont presentes en pourcentage par rapport aux 
10 cellules monocytaires non traitees par la cyclosporine, dont les mesures 
ont ete ramenees a 100. 

La figure 6 montre les resultats de reactions rnixtes lymphocytaires 
allogeniques, realisees avec des cellules dendritiques obtenues a partir de 
monocytes purifies de trois donneurs differents. Deux types de cellules 

15 dendritiques ont ete compares, dont la maturation a ete induite soit par le 
TNF-a (200 U/ml), soit par le LCOS 1013 (25 jag/ml) (courbe notee 
« LCOS »), pendant 48 heures. L'axe horizontal correspond au nombre de 
cellules dendritiques irradiees deposees dans chaque puits, pour une 
quantite constante de 10 5 lymphocytes T par puits. La proliferation des 

20 lymphocytes T, stimulee par les cellules dendritiques, est determinee apres 
4 jours de culture par incorporation de thymidine tritiee (axe vertical). 

La figure 7 montre les resultats de reactions rnixtes lymphocytaires 
autologues, realisees avec des cellules dendritiques obtenues a partir de 
monocytes purifies de trois donneurs differents. Deux types de cellules 
25 dendritiques ont ete compares, dont la maturation a ete induite soit par le 
TNF-a (200 u/ml), soit par le LCOS 1013 (25 |ag/ml) (courbe notee 
« LCOS »), pendant 48 heures. L'axe horizontal correspond au nombre de 
cellules dendritiques irradiees deposees dans chaque puits, pour une 
quantite constante de 10 5 lymphocytes T par puits. La proliferation des 
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lymphocytes T, stimulee par les cellules dendritiques, est determinee apres 
5 jours de culture par incorporation de thymidine tritiee (axe vertical). 

La figure 8 montre les resultats de reactions mixtes lymphocytaires 
allogeniques et autologues, realisees avec des cellules dendritiques dont la 
5 maturation a ete induite soit par le TNF-a (200 u/ml), soit par le LCOS 1013 
a 5, 10 ou 25 ng/ml (courbes notee « LCO »), pendant 48 heures. Les 
graphes ont ete obtenus de la meme fagon que les graphes des figures 6 
et 7, respectivement. 

L' ensemble des techniques de culture cellulaire, de marquage de cellules, 
10 de phenotypage par fluorometrie, etc., ainsi que les reactifs (anticorps, 
toxine tetanique, ...) utilises dans les experiences decrites dans les 
exemples suivants, ont ete detailles dans un article de Karine Duperrier 
etaL, Journal of Immunological Methods 238 (2000), p. 119-131. 

Exemple 1 : Procede de production des cellules dendritiques a partir 
15 des monocytes humains avec le RU 41740 

Le sang peripherique est preleve chez le sujet concerne. Ce sang est 
ensuite centrifuge 20 minutes a 200 g de fa?on a diminuer la contamination 
des cellules du sang peripherique par les plaquettes. La partie superieure 
contenant la plupart des plaquettes et le plasma est eiiminee 

20 soigneusement avant de purifier les cellules mononuclees en les 
centrifugeant sur un gradient de separation de Ficoll dont la densite est de 
1,077. La couche de cellules mononuclees est recuperee puis lavee deux 
fois dans un tampon PBS et deposee sur un gradient contenant 4 densites 
discontinues de Percoll pour isoler les monocytes. Ce gradient est 

25 constitue par des dilutions d'une solution isotonique de percoll a raison de 
75 % (6,5 ml), 50.5 % (15 ml), 40 % (3,5 ml) et 30 % (3 ml) dans un milieu 
de Dulbecco sans magnesium ni calcium et contenant 5 % de serum 
humain. 75 a 100 millions de cellules sont ainsi deposees sur chaque tube 
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et centrifugees a 1000 g pendant 25 minutes a 4°C. Les cellules de faible 
densite, principalement les monocytes, sont recoltees a V interface entre la 
dilution 40 % et 50.5 %, et lavees deux fois dans du PBS. Elles sont 
ensuite resuspendues dans un milieu de culture, puis deposees dans des 

5 plaques a culture contenant 6 puits a une densite de 5 x 10 6 cellules par 
puits dans un volume final de 3 ml et laissees adherer pendant 1 heure a 
37°C. On peut substituer cette etape d'adherence par une purification 
complementaire des monocytes en utilisant un systeme de purification 
negatif utilisant un melange d'anticorps monoclonaux associant un anti- 

io CD3, CD7, CD19, CD45A, CD56 et anti-IgG a I'aide d'un systeme de 
microbilles de type Macs (Miltenyi Biotec). Cette purification 
complementaire permet d'obtenir des concentrations de monocytes ayant 
une purete superieure a 90 %. 

Les cellules sont ensuite mises en culture dans des puits de culture a 37°C 
15 sous 5 % de C0 2 . Le milieu qui comporte du RPMI, contient 200 Ul/ml de 
GM-CSF humain recombinant, 500 Ul/ml de IL-4 humaine recombinante 
dans un volume final de 6 ml. Au jour 3 et au jour 5, les cultures sont 
renouvelees en eliminant 3 ml et en ajoutant 3 ml de milieu frais avec les 
cytokines. Au 6eme jour, les cellules sont transferees dans des pots en 
20 Teflon et cultivees a une densite de 5 x 10 5 cellules par pots sous 3 ml en 
presence de RU 41740 a differentes concentrations ou de TNF-a humain 
recombinant a raison de 200 Ul/ml pendant 2 jours. Les cellules sont 
recoltees au 8eme jour, lavees et cultivees en r absence de stimulation 
pendant 3 jours supplementaires. 

25 Au terme de la culture, la qualite de la maturation est evaluee par 
Texpression des molecules CD80, 83, 86, 14, 1a, HLA-DR a la surface des 
cellules. Les marquages revelent que plus de 80 % des monocytes viables 
ont mature en cellules dendritiques caracterisees par le phenotype 
suivant: CD83+, CD86++, CD80++, HLA-DR+++, CD1a-, CD14-, 
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CD40+++, CD54++, ce qui les place dans le groupe des cellules 
dendritiques tissulaires tres differenciees. 

La figure n° 1 montre en effet que les molecules HLA-DR, HLA-DQ, CD40, 
CD54, CD80, et CD86 sont presentes sur la majorite des cellules a J8, 
5 apres ajout du RU 41740 a 25 (ag/ml, alors que la molecule CD14 n'est 
quasiment plus exprimee. 

Afin d'etudier Taction du RU 41740 sur la maturation des cellules 
dendritiques (DC), differentes concentrations de la molecule ont ete 
testees et comparees a Taction du TNF. 

10 Les 3 experiences suivantes (a, b, c) ont ete realisees a partir de 
monocytes d'un meme donneur. 

a) Les concentrations de RU 41740 testees ici sont 0.lMg/mi f 1pg/ml, et 
10Mg/ml. 

Le tableau 2 presente les resultats obtenus, en ce qui concerne le 
15 pourcentage de cellules marquees et Tintensite moyenne de fluorescence 
(IFM). 
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JO 


J6 


J8 




Monocytes 


Cellules 
dendritiques 
indifferenciees 


RU 41740 
0,1ug/ml 


RU 41740 
1 ug/ml 


RU 41740 
10ug/ml 


TNF-alpha 
200 Ul/ml 




% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


HLA-DR 


98,9 


275 


98,3 


552 


98,7 


978 


99,1 


1164 


98,9 


1195 


98,9 


1225 


CD 40 


97,8 


128 


97,5 


464 


98,3 


1340 


98 


1205 


98,2 


1328 


98,4 


1603 


CD54 


98,6 


41 


95,6 


85 


96,4 


220 


96 


210 


95,6 


282 


97,4 


295 


CD86 


96,5 


52 


69,9 


77 


98,8 


310 


98,5 


290 


98 


303 


98,8 


326 


CD83 


0,2 


325 


5,5 


119 


82,1 


156 


76,1 


165 


84,7 


184 


84,5 


173 


HLA-DQ 


24,2 


48 


63,2 


61 


86,4 


160 


88,8 


153 


84,1 


174 


84,3 


157 


CD 80 


0,1 


46 


3,1 


112 


60,5 


173 


50,1 


187 


70 


250 


62,1 


129 


CD 14 


96,2 


5395 


1,9 


199 


1,55 


nd 


0.97 


nd 


1,06 


nd 


0,87 


nd 



Tableau 2 : Pourcentage (%) de cellules marquees et intensite moyenne 
de fluorescence (IFM) du marqueur considere. 



Ces resultats sont exprimes avec une marge d'erreur de +/- 2,5 %. 

Apres 8 jours de culture, Texpression de la molecule CD14 a disparu 
5 (pourcentage inferieur a 1,5 %), quelles que soient les conditions de 
culture. 

L'intensite moyenne de fluorescence (IFM) des marquages des molecules 
HLA-DR, CD40, CD54 et CD86 apparait plus faible en presence des doses 
de RU 41740 utilisees qu'en presence du TNF-a. 
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En revanche, les molecules CD83 et HLA-DQ sont legerement plus 
exprimees en presence d'une concentration de RU 41740 de 10 pg/ml 
qu'avec le TNF-a. 

De plus, I'lFM de la molecule CD80 apparaTt toujours superieure en 
5 presence de RU 41740. 

D'apres ces resultats, on voit que le RU 41740 induit la maturation des 
cellules dendritiques, meme a de faibles concentrations. L'IFM des 
differents marqueurs apparaTt cependant augmentee pour les plus fortes 
concentrations de RU 41740 testees, avoisinant les resultats obtenus en 
10 presence de TNF-a. 

L'action du RU 41740 sur les cellules dendritiques a de plus fortes 
concentrations a done ete investiguee dans une deuxieme serie 
d'experiences. 

b) Les concentrations de RU 41740 testees pour cela sont 5pg/ml, 
15 10pg/ml, et 50pg/ml. 

Les resultats sont presentes dans le tableau n°3. 

L'IFM des differentes molecules d'adhesion, de costimulation, molecules ( 
HLA de classe II apparaTt augmentee de fagon dependante de la 
20 concentration de RU 41740 ajoutee au milieu de culture. La molecule 
CD40 presente toujours une IFM inferieure en presence de RU 41740 par 
rapport a la concentration obtenue en presence de TNF-alpha. 

Le CD83, qui est le marqueur specifique de la maturation, a un 
pourcentage et une intensite de fluorescence qui augmentent egalement 
25 en fonction de la quantite de RU 41740. 

La molecule HLA-DQ presente un maximum depression avec 10 pg/ml de 
RU 41740. 
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JO 


J6 


J8 




Monocytes 


Cellules 
dendritiques 
indifferenciees 


RU 41740 
5pg/ml 


RU 41740 
10ug/ml 


RU 41740 
50ug/ml 


TNF- 
alpha 
200 Ul/ml 




% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


HLA-DR 


99,2 


275 


98,3 


552 


98,9 


1207 


99,1 


nd 


99,3 


nd 


99.1 


946 


CD 40 


97,8 


128 


97,5 


464 


99,8 


1417 


99,4 


1441 


99,8 


1507 


99.6 


1728 


CD 54 


98,6 


41 


95,6 


85 


97,1 


195 


97 


216 


98,2 


255 


95.6 


255 


CD86 


96,5 


52 


69,9 


77 


98,9 


267 


98,7 


271 


99.7 


248 


99.5 


273 


CD83 


0,2 


325 


5,5 


119 


67,9 


132 


74,6 


147 


84,8 


159 


89,5 


196 


HLA-DQ 


24,2 


48 


63,2 


61 


68,5 


189 


85,9 


191 


80,3 


143 


84,2 


183 


CD 80 


0.1 


46 


3,1 


112 


63 


86,7 


64,6 


101 


76,1 


95.8 


70,5 


93.5 


CD 14 


96,2 


5395 


1.9 


199 


0,47 


nc 


1.1 


n 


0,66 


nd 


0.61 


nd 


CD 1a 










2,52 


nd 


1,55 


nd 


2.9 


nd 


0.21 


nd 



Tableau n°3 : Pourcentage (%) de cellules marquees et intensite 
moyenne de fluorescence (IFM) de ce marqueur 
(nd = non determinable). 



Ces resultats comportent une marge d'erreur de +/- 2,5 %. 

5 Avec une concentration plus importante (50 pg/ml) de RU 41740, par 
rapport a r experience du tableau 2, NFM des molecules CD40 et CD54 a 
augmente, alors que d'autres IFM ont diminue (molecules CD86 et HLA- 
DQ). Quelques marqueurs, comme le CD80 et CD54, sont exprimes avec 
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la meme intensite apres une maturation avec 50 pg/ml de RU 41740 ou 
avec le TNF-a. 

Des concentrations de RU 41740 encadrant 50 pg/ml ont alors ete testees, 
dans une troisieme serie d'experiences. 



5 c) Les concentrations de RU 41740 testees sont 25 vg/ml, 50 pg/ml, et 100 
Mg/mL 

Les resultats sont presentes dans le tableau n°4. 





JO 


J6 


J8 


Monocytes 


Cellules 
dendritiques 
indifferenciees 


RU 41740 
25pg/ml 


RU 41740 
50ug/ml 


RU 41740 
100ug/ml 


TNF-alpha 
200 Ul/ml 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


% 


IFM 


HLA-DR 


99,2 


275 


98,3 


552 


98,5 


630 


97,5 


823 


99,4 


682 


99,4 


694 


CD 40 


97,8 


128 


97,5 


464 


99,7 


1592 


99,1 


1958 


99,8 


2088 


99.3 


1480 


CD 54 


98,6 


41 


95,6 


85 


98,5 


280 


97,2 


321 


98,9 


361 


98,2 


249 


CD86 


96,5 


52 


69,9 


77 


99,3 


284 


98,3 


291 


99,6 


295 


99,5 


284 


CD83 


0,2 


325 


5,5 


119 


86,6 


192 


91,2 


227 


92,8 


213 


89 


166 


HLA-DQ 


24,2 


48 


63,2 


61 


79 


109 


84,8 


123 


78.8 


118 


nd 


nd 


CD 80 


0,1 


46 


3,1 


112 


74 


128 


82,4 


165 


90.8 


196 


nd 


nd 


CD 14 


96,2 


5395 


1.9 


199 


1,03 


nd 


4,07 


nd 


1,75 


nd 


3.27 


nd 



Tableau n°4 : Pourcentage (%) de cellules marquees et intensite 
moyenne de fluorescence (IFM) de ce marqueur 
io (nd = non determinable). 

Ces resultats component une marge d f erreur de +/- 2,5 %. 
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Les molecules CD40, CD54, CD86 et HLA-DR sont presentes sur plus de 
97 % des cellules avec les trois concentrations. RU 41740. Leurs IFM sont 
comparables a celles obtenues avec du TNF-a, pour une concentration de 
25 pg/ml de RU 41740. Cependant, dans cette experience, elles continuent 
5 d'augmenter avec des concentrations superieures de RU 41740. 

Le CD 83 est present sur un pourcentage tres eleve de cellules a 100 
pg/ml et a 50 pg/ml, superieur aux resultats obtenus avec du TNF-a. Son 
IFM apparaTt plus importante avec 50 pg/ml. 

A 100 \ig/m\ de RU 41740, les intensites de fluorescence des molecules 
io HLA-classe II ont tendance a diminuer, ce qui peut suggerer que cette 
concentration est une concentration limite de RU 41740. 

L'ensemble des experiences suggere que la dose optimale de RU 41740 
se situe entre 10 et 50 pg/ml. 

Exemple 2 : Procede de production des cellules dendritiques a partir 
des cellules souches CD34+ hematopoTetiques humaines 
avec le RU 41740 

• Conditions experimental : 

Purification : Apres ficoll, les CD34+ representaient 4.2 % des cellules 
mono nucleees (CMN). 

Apres purification par selection positive avec le procede MAC System 
(Miltenyi Biotec) avec des billes recouvertes d*un anticorps anti CD34, 90 
% des cellules sont CD34+. 

Mise en culture : 

milieu de culture : RPMI contenant 10 % de SVF f 2 % de 
25 penicilline/streptomycine, 1 % de glutamine, et 1 % de bicarbonate de 
sodium. 

Culture dans des puits de 2 ml avec 5.10 5 cellules par puits. 
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cytokines presentes dans le milieu de culture : 

de JO a J5 : SCF a 25 ng/ml, GM-CSF a 100 ng/ml et 
soit du TNF-a a 2.5 ng/ml, 
soit du RU 41740 a 6.25ng/ml, 
5 de J 5 a J14 : GM-CSF a 100 ng/ml. 

Dedoublement des cultures : - les cellules sont homogeneisees dans le 
puits, puis 1 ml est preleve et depose dans un nouveau puits. 1 ml de 
milieu de culture est ensuite ajoute dans le nouveau puits et dans Pancien, 
ainsi que du GM-CSF en fonction du milieu ajoute. 

io Marqueurs : CD34 - CD45 - CD14 - HLA-DR - CD40 - CD54 - CD83 - 
CD86-CD1a. 

Un anticorps primaire anti-KLH marque a la fluorescence, a ete utilise 
comme controle pour soustraire la fluorescence non specifique des signaux 
obtenus. 

is • Resultats : 
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J8 


J12 


J14 


TNF-a 


KU 41 740 


I Nr-a 


EM 1 A47AH 


TMC.-, 

1 iMr-ot 






40 


37 




A7 A 

4f ,4 


D4, l 


en c 


UuJ4 


0,7 


17 










CD40 


96 


96 












0,5 


0,2 


1 ,3 


1.3 


0,0 


A 

1 


CDob 


13 


1 1 


' ,4 


1 n ft 




A 7 


pnia 
i a 


8,7 


17 


8,4 


17.5 


10.3 


28.9 


CD40 


44 


38 


64,3 


59,4 






CD54 


33 


56 


61,8 


57,9 






HLA DR 


88 


80 


80,3 


65.3 


69.9 


69,54 


HLA DQ 






54,1 


52,3 






CD80 






5,3 


16 







Tableau n°5 : pourcentage de cellules exprimant un marqueur 
cellulaire a differents temps de culture. 



Le CD1a est plus exprime avec le RU 41740 (17.5% de cellules a J12) 
qu'avec le TNF-a, a Tinverse du CD14, qui est plus exprime avec le TNF-a 
5 a la surface cellulaire. 

Les niveaux d'expression en presence de RU 41740 du CD40, CD54 ou 
HLA-DR sont quasiment identiques aux niveaux d'expressions en presence 
de TNF-a. 

Le CD83 n'est pas exprime quelles que soient les conditions. 
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Exemple 3 : Procede de production des cellules dendritiques a partir 
des cellules CD34+ du sang de cordon humain avec le RU 
41740 

• Les conditions experimentaies sont similaires a Texemple 2, hormis le fait 
5 que les cellules sont issues de sang de cordon : 

Purification : Apres ficoll, les cellules CD34+ represented 0.83 % des 
cellules mononucleees (CMN). 

Apres purification par selection positive, on obtient 18.1% de CD34+. 
2.10 6 cellules ont ete obtenues. 
10 Dedoublement : a J6, J7, J8, J10 et J12 

• Resultats : Les resultats sont presentes dans le tableau n° 6. 
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Dans ies deux protocoles de culture, ('expression des molecules de 
surface evolue avec Ies memes tendances : 

- augmentation du CD14 jusqu'a J12 puis diminution 

- diminution puis disparition de la molecule CD34 a J12 

- tres faible expression du CD83 et CD16 qui reste stable. 

Le CD1a est exprime precocement a J7 sur Ies cellules avec le RU 41740 
puis se stabilise autour de 23 % a J14, ce qui revele une cinetique plus 
rapide avec le RU 41740 qu'avec le TNF-a. 

Apres J 12, Ies molecules CD40, CD54 et HLA-DR sont moins exprimees 
10 en presence de RU 41740 qu'en presence de TNF-a. 

Exemple 4 : Procede de differenciation des cellules de Langerhans. 

Les cellules souches sont obtenues apres un passage a travers un 
gradient de ficoli du sang de cordon. Les cellules mononuclees CD34+ 
sont purifiees par selection positive avec un anticorps monoclonal anti 
15 CD34 (Immu 133.3, Immunotech Marseille, France). Apres purification, les 
cellules sont a plus de 90% CD34+. 

Ces cellules CD 34+ sont ensuite cultivees en presence de GM-CSF 
(100 ng/ml), et de TNF-a (2.5ng/ml) ou de RU 41740 (10 |ig/ml) durant 12 
jours dans un milieu RPMI - SVF 10 % - penicilline streptomycine 2 %, 
20 glutamine 1 % - bicarbonate de sodium 1 % et 10 mM d'HEPES. Au terme 
de la culture a J 12, les cellules sont marquees avec les anticorps anti 
CD1a, CD14, Lag, E-Cadherin, DR et DQ de fagon a identifier les cellules 
de Langerhans qui sont Lag+, CD1a+, CD14-, DR+ et DQ+. 



25 



Les resultats, presentes dans le tableau n° 7, montrent une meilleure 
efficacite du RU 41740 par rapport au TNF-a pour la differenciation des 
cellules de Langerhans. 
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TNF-a 


RU 41740 


CD1a+ DR+ 


8 % 


17 % 


Lag+ DR+ 


5,2 % 


8,6 % 



Tableau n° 7 



Exemple 5 : Procede de production des cellules dendritiques matures 
a partir des cellules mononuclees de chien avec le RU 
41740 

5 Un elutriateur est un appareil qui permet de soumettre des cellules a deux 
forces opposees, Tune centrifuge et I'autre centripete, en milieu liquide. 
Ceci permet de separer les cellules suivant leur taille et leur densite, tout 
en les maintenant dans leur milieu physiologique. Ce procede est 
particuiierement avantageux pour separer les cellules de chien 
io (monocytes/lympocytes) qui forment des agregats dans des gradients de 
type ficoll. 

MILIEU D'ELUTRIATION : 

PBS 1X - SVF 2% - EDTA 0.01% 

PREPARATION DES CELLULES MONONUCLEES : 

15 La poche de sang est prelevee sur CPD (citrate phosphate dextrose), le 
sang est dilue avec du chlorure de sodium, centrifuge a 800 tr/min pendant 
15 min sans frein pour eliminer un maximum de plaquettes. 

On realise un ficoll a 1600 tr/min pendant 25 min sans frein. 

Les CMN sont recuperees, et lavees deux fois au PBS (la premiere pour 
20 deplaquetter). 

La concentration cellulaire est de 5.10 6 cellules/ml dans du PBS ou dans le 
milieu d'elutriation. 
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PROTOCOLE P'OBTENTION PES MONOCYTES : 

Debit : 25 ml/min (reglage a la pompe selon la droite de calibration) 

Faire varier la vitesse de centrifugation : 
chargement des cellules a 3200 tr/min a 300 ml 
5 3000 tr/min a 250 ml 
2700 tr/min a 200 ml 
2500 tr/min a 200 ml 
2300 tr/min a 200 ml 
2100 tr/min a 200 ml 

10 Rotor off a 200 ml 
RESULTATS 

La fraction obtenue a 2700 tr/min contient des monocytes avec une purete 
superieure a 80 %. 

CULTURE 

is Les monocytes de chien sont cultives de la meme facpon que les monocytes 
humains et avec les memes facteurs de differenciation humains : GM-CSF, 
TNF ou RU 41740. En revanche, TIL4 est specifique de I'espece canine. ( 
Les cellules dendritiques ainsi obtenues possedent la meme morphologie 
avec des dendrites, mais les marqueurs de surface ne sont pas 

20 comparables a ceux de I'homme bien qu'elles soient CD14-, DR+ et DQ+ t 
car nous ne disposons pas des anticorps specifiques dans cette espece. 
Le RU 41740 a les memes effets que le TNFcx. 

Exemple 6 : Utilisation des cellules dendritiques matures dans 
l'emergence d'une reponse antitumorale. 

25 La thyrocalcitonine est un antigene tumoral relativement peu immunogene 
s'exprimant fortement dans les cancers medullaires de la thyroYde. Dans le 



WO 02/055676 



PCT/FR02/0008S 



31 

systeme utilise, les inventeurs ont pu faire produire des clones 
lymphocytaires T diriges contre la thyrocalcitonine. II s'agit de clones 
cytotoxiques susceptibles d'avoir une activite antitumorale dans les 
cancers a thyrocalcitonine. 

5 La figure 2 illustre la generation de lignees T cytotoxiques specifiques du 
peptide de la thyrocalcitonine. 

Des cellules dendritiques derivees de monocytes apres culture en 
presence de GM-CSF, IL-4 et RU 41740 t sont incubees avec le peptide de 
la thyrocalcitonine, puis mises en culture en presence de lymphocytes T 
10 autologues afin d'induire 1'activation de lymphocytes T specifiques du 
peptide. 

Apres plusieurs stimulations des lymphocytes T a Taide de cellules 
dendritiques puis de cellules EBV incubees avec le peptide, des lignees de 
cellules T cytotoxiques (H10 et B7) capables de lyser specif iquement des 
if cellules EBV cibles incubees avec le peptide de la thyrocalcitonine, ont pu 
etre generees. 

Exemple 7 : Utilisation des DC matures dans les activites anti- 
infectieuses 

En utilisant I'anatoxine tetanique comme antigene presente par les MODC 
20 (Monocyte Dentritic Cells), il a ete possible de generer des lignees 
cytotoxiques anti-anatoxines tetaniques, ce qui demontre a I' evidence que 
ce systeme permet d'avoir une immunisation primaire vis-a-vis d'antigenes 
de type infectieux. 



La figure 3 represente une reponse secondaire des lignees anti-toxine 
25 tetanique par les cellules dendritiques derivees de monocytes humains 
cultives en presence de GM-CSF, IL-4 et RU 41740. 
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Exemple 8 : Utilisation des cellules dendritiques matures dans 
['induction d'une reponse de tolerance. 

Les cellules dendritiques, dans certaines conditions de culture, peuvent 
provoquer une reaction d'anergie. La culture de ces cellules en presence 
5 d'immunosuppresseurs comme la cyclosporine ou 1'histamine, entraine 
une modification des antigenes de membrane qui va induire une reponse 
de tolerance et non une reponse cytotoxique. De cette fagon, il est done 
possible d'eduquer les cellules dendritiques pour les orienter vers une 
reaction de tolerance. 

10 A titre d'exemple nous donnons I'influence de la Cyclosporine A (CsA) sur 
ta maturation des cellules dendritiques. 

Des monocytes purifies ont ete cultives en presence de GM-CSF et d'IL-4 
pendant 6 jours et en presence de RU 41740 pendant 2 jours de plus, dans 
un milieu contenant 10% de serum humain type AB. 1 pg/ml ou 5 pg/ml de 
1 5 CsA ont ete ajoutes ou non des le debut de la culture, ^expression des 
molecules HLA-DR, CD83, CD86, CD80, CD40 et CD1a a ete analysee par 
cytometrie en flux (tableau n° 8). 





sans CsA 


CsA (iMg/ml) 


CsA (5|jg/ml) 


% ± SD 


IFM 


% ± SD 


IFM 


% ± SD 


IFM 


HLA-DR 


99 ± 0.8 


1605 


98.8 ± 0.9 


1504 


99.2 ± 0.7 


1101 


CD40 


98.9 ± 0.6 


1697 


98.4 ± 0.8 


1314 


99 ± 0.6 


1278 


CD86 


97.7 ± 1.8 


373 


98.6 ± 1.2 


318 


96.4 ± 3.3 


253 


CD83 


77.1 ± 8.5 


169 


64.2 ± 20 


170 


49.9 ±6.2 


132 


CD80 


78.1 ± 5.6 


216 


68.9 ± 2.6 


162 


58.3 ± 17 


143 


CD1a 


14.3 ±9.5 


45.5 


27 ±7 


74 


25.9 ± 6.5 


78 



Tableau n° 8 
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Cette etude demontre que la cyclosporine provoque une diminution nette 
de ('expression des molecules CD83 et CD80 ainsi qu'une augmentation 
de Texpression du CD1a. Une analyse graphique (figure 4) revele en 
realite ('existence de deux populations cellulaires, Tune CD83+ et r autre 
5 CD83- qui est douee de proprietes immunoregulatrices. 

En effet les cellules dendritiques en presence de CsA (CsA-MODC) sont 
capables d'orienter la reponse des lymphocytes T vers une reponse de 
type TH 2 qui favorise une reaction commune suppressive. 

La figure 5 illustre cette polarisation de la reponse immune vers une 
10 reponse de type Th 2 par des cellules dendritiques derivees de monocytes 
et traitees par la cyclosporine A. 

Les cellules dendritiques derivees de monocytes cultivees en presence de 
GM-CSF, IL-4 et RU 41740, et traitees par la cylosporine A, secretent 
moins d'IL-12 que les cellules dendritiques non traitees (figure 5A). 

15 De plus, le rapport de secretion de cytokines IFN-y/IL-10 (Th1/Th2) par 
des cellules T est diminue lorsque les cellules T sont stimulees par des 
cellules dendritiques traitees par cyclosporine A (Figure 5B). 

Exemple 9 : Utilisation des DC matures pour induire une culture 
mixte lymphocytaire allogenique ou autologue. 

20 En presence de MODC matures, les lymphocytes T allogeniques, au 
6eme et meme au 8eme jour, sont doues d'une proliferation extremement 
importante, tres largement superieure a ce que Ton constate avec 
T utilisation des lymphocytes T allogeniques et des monocytes 
allogeniques. II en est de meme pour une culture mixte autologue. 

25 Des cultures mixtes lymphocytaires autologues ont done ete induites par 
des cellules derivees de monocytes (MODCs) generees en presence de 
GM-CSF (200 Ul/ml), d'IL-4 (500 Ul/ml) et de RU 41740 (10 ng/ml) 
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Dix miile MODCs, irradiees a 30 Grays, sont cultivees avec differentes 
sous-populations iymphocytaires triees soit par billes magnetiques Dynal 
(CD4+ et CD8+), soit avec le module de tri du FACS Calibur (CD8 bri9ht , 
CD28-, et CD8 bri9ht , CD28+ autos). Dans le tableau 8, les valeurs indiquees 
5 represented Y incorporation de Thymidine tritiee apres culture mixte 
autologue, sauf (**). Les experiences sont reaiisees en triplicate, sauf (*), 
en duplicate. 
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Exemple 10 : Procedes de production du LCOS 1013 et du LCOS 
1014. 

A. PRESENTATION GENERALE DU LCOS 1013 

Le LCOS 1013 est un analogue du RU 41740, constitue par un ensemble 
de substances extraites a partir d'un lysat de culture de Klebsiella 
pneumoniae. Son mode de fabrication repose sur la succession d'etapes 
ou stades, dont le schema general est presente ci-dessous. Des milieux 
utilisables pour les cultures, ainsi qu'une presentation indicative du 
deroulement de chaque etape, sont decrits plus en detail apres ce 
diagramme. 

La technique de fabrication decrite ci-apres, a titre purement illustratif, 
correspond a une unite operatoire basee sur un volume de culture 
bacterienne obtenue dans un fermenteur de 600 litres. 
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STADE 1 : Preparation de I'inoculum 



1 

X 



STADE 2 


: Preculture 






STADE 3 : Culture en fermenteur 



I 

STADE 4 : Fin de culture et addition des agents lysants 



STADE 5 : Lyse 

▼ 

STADE 6 : Tamisage moleculaire avec Concentration 



STADE 7 : Lyophilisation du lysat 



STADE 8 : Extraction par I'acetone 



STADE 9 : Extraction par le methanol 



STADE 10 : Remise en solution 



* 

STADE 1 1 : Centrifugation 

i 

STADE 12 : Ultrafiltration 

STADE 13 : Filtration 

I 

STADE 14 : Lyophilisation 

i — 

STADE 15 : Melange 
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B. DESCRIPTION DE DIFFERENTS MILIEUX UTILISABLES POUR 
LA CULTURE DES BACTERIES 

La culture des bacteries, en vue de produire du LCOS 1013 suivant la 
succession d'etapes precisees ci-dessus, peut etre effectuee en utilisant 
les milieux de culture contenant les composants suivants : 
Bouillon Nutritif 

Peptone PapaTnique de Soja 4 +/- 2 g/l 

Autolysat de levure 4 +/- 2 g/l 

Chlorure de Sodium 5 +/- 2 g/l 

Hydroxyde de Sodium qsp pour pH 7,4 ± 0,2 
Boite de Roux 

Chlorure de Sodium 5 +/- 2 g/l 

Glucose anhydre 5 +/- 2 g/l 

Autolysat de levure 12 +/- 3 g/l 

Peptone PapaTnique de Soja 5 +/- 2 g/l 

Gelose 30 +/- 4 g/l 

Hydroxyde de Sodium qsp pour pH 7,5 ± 0,2 

Phosphate Dipotassique 4 +/- 2 g/l 

Phosphate Monopotassique 0,5 a 0,9 g/l 
Milieu de preculture 

Peptone PapaTnique de Soja 20+/- 3 g/l 

Autolysat de levure 10+/- 2 g/l 

Chlorure de Sodium 5 +/- 2 g/l 

Phosphate Dipotassique 3,5 +/- 1 g/| 

Phosphate Monopotassique 1 a 2 g/l 
Milieu de culture pour fermenteur 

Autolysat de levure de boulangerie 10 +/- 2 g/l 

Chlorure de Sodium 5+/. 2 g/l 

Peptone PapaTnique de Soja 20+/- 3 g/l 

Phosphate Dipotassique 3,5+/- 1 g/l 

Phosphate Monopotassique 1 a 2 g/l 
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C. DESCRIPTION DETAILLEE DES DIFFERENTS STADES DE 
PRODUCTION DU LCOS 1013 

STADE 1 : Preparation de I'inoculum 

Ce stade a pour but de realiser, sur milieu gelose en boTte de Roux, la 
culture de Klebsiella pneumoniae necessaire a I' inoculation d'une 
preculture en milieu liquide, a partir d'un cryotube ou d'un lyophiiisat issu 
de la banque de travail. 

La banque de travail est realisee par exemple a partir d'une souche de 
Klebsiella pneumoniae de I'lnstitut Pasteur de reference CIP 52.145. 
Pour cela, la souche est revivifiee en realisant une suspension bacterienne 
dans le bouillon nutritif, a partir duquel on ensemence des bo/tes de Roux, 
qui sont ensuite incubees a 37°C ± 0,5 pendant 20 a 24 heures. 

STADE 2 : Precultures 

A partir de I' inoculum prepare au stade 1, une preculture est effectuee en 
flacon de 3 litres, destinee a ensemencer un fermenteur de 35 I, lui-meme 
destine dans un deuxieme temps a ensemencer un fermenteur de 600 I. 
La premiere preculture est realisee dans le milieu de preculture decrit ci- 
dessus, auquel on ajoute une solution sterile de glucose, a raison de 30g 
de glucose pour 3 litres. La deuxieme preculture, de 35 litres, est effectuee 
dans le milieu de culture pour fermenteur decrit plus haut t auquel on ajoute 
400 g de glucose. 

Des fiacons satellites contenant respectivement une solution sterile 
d'hydroxyde de sodium 10 N, une solution sterile d'acide 
orthophosphorique dilue au 1 /4, et une solution sterile d'anti-mousse, 
peuvent etre utilises pour la deuxieme preculture, en fermenteur, afin 
notamment de maintenir le pH aux alentours de 6,5, pendant toute la duree 
de la preculture, soit environ 5 heures a environ 37°C, sous agitation. 
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STADE 3 : Culture en fermenteur 

L'objet de cette etape est de realiser en fermenteur, dans des conditions 
definies, une culture bacterienne de teneur superieure ou egaie a 1,7.10 10 
germes /ml, pour permettre I' extraction ulterieure d'une quantite de produit 
satisfaisante. 

Pour cela, la suspension de germes contenue dans le fermenteur de 35 I 
est transferee dans un fermenteur de 600 litres contenant le milieu de 
culture en fermenteur decrit plus haut, auquel on a ajoute 5 kg de glucose. 
Comme pour la preculture de 35 litres, des cuves satellites contenant 
respectivement une solution sterile d'hydroxyde de sodium 10 N et une 
solution sterile d'acide orthophosphorique dilue au 14 sont utilisees pour la 
regulation du pH aux alentours de 6,5, ainsi qu'une cuve satellite contenant 
une solution sterile d' anti-mousse. La culture est realisee pendant environ 
7 heures, a 37°C ± 1°C, sous agitation. 

STADE 4 : Fin de culture et addition des agents lysants 

Ce stade a pour but d'inactiver la culture par Taction d' agents lysants et 

chauffage de 55 a 75°C pendant une duree superieure ou egale a 40 

minutes. Pour cela, les agents lysants utilises sont les suivants : 

solution sterile de polysorbate 80, 

solution sterile d'EDTA, 

solution sterile de chlorydrate de lysozyme. 

En fin de culture, le pH est amene a 5,8 ± 0,3 a Taide d f une solution sterile 
d'acide orthophosphorique, puis les agents lysants ci-dessus sont 
transferes dans la culture. 

Le contenu du fermenteur est ensuite porte a la temperature de 65°C ± 
10°C et maintenu pendant au moins 40 minutes a cette temperature sous 
agitation. 
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Le biolysat obtenu est alors transfere dans une cuve de lyse industrielle 
(prechauffee a 65°C ± 10°C), et maintenu a cette temperature pendant au 
moins 20 minutes, avant d'etre ramene a 37°C ± 2°C. 

STADE 5 : Lyse 

L'etape de lyse consiste a rompre la paroi des bacteries par voie 
enzymatique, ce qui entralne la liberation des constituants cytoplasmiques 
des cellules microbiennes. Elle est effectuee en maintenant la suspension 
prelysee du stade precedent, a 37°C ± 2°C, dans la cuve de lyse au moins 
pendant 6 jours 

STADE 6 : Tamisage moleculaire et concentration 

Dans cette etape, le volume de lysat brut est reduit de moitie pour diminuer 
la quantite a traiter aux stades suivants. La concentration s'effectue par 
exemple sur un ultrafiltre equipe de cartouche filtrante de type CARBOSEP 
d'un seuil de coupure <100 KD, eliminant ainsi les petites molecules non 
liees. 

STADE 7 : Lyophilisation du lysat 

Afin d'obtenir le lysat brut issu du stade 6 sous forme solide permettant les 
extractions ulterieures aux solvants, une operation de lyophilisation est 
realisee immediatement apres le stade de concentration. On obtient ainsi 
une poudre brune, collante au toucher. 

STADE 8 : Extraction par Tacetone: 

Le lysat de LCOS 1013 lyophilise, issu du stade 7, contient des lipides que 
Ton elimine partiellement par Textraction solide-liquide, en utilisant de 
I' acetone a temperature ambiante. 

Le volume d'acetone utilise est proportionnel a la masse de lyophilisat. Ce 
volume est obtenu selon le calcul suivant : 
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10 x masse mise en oeuvre < V solvant < 20 x masse mise en oeuvre, 
avec de preference (V solvant / masse mise en oeuvre) =15. 
Le produit est recupere par centrifugation, puis seche. 

STADE 9 : Extraction par ie methanol : 

Apres extraction a Tacetone, le produit obtenu au stade 8 contient encore 
des lipides residuels et des pigments que Ton elimine par extraction solide- 
liquide, en utilisant du methanol a temperature ambiante. 
Le volume de methanol utilise est proportionnel a la masse de lyophilisat. 
Ce volume est obtenu selon le calcul suivant : 

10 x masse mise en oeuvre < V solvant < 20 x masse mise en oeuvre, 
avec de preference (V solvant / masse mise en oeuvre) = 15. 
Le produit est recupere par centrifugation, puis seche. 

STADE 10 : Remise en solution 

"L'extrait methanol" issu du stade 9 est remis en solution aqueuse, pour 
permettre I'isolement ulterieur du produit par centrifugation et ultrafiltration. 

STADE 11 : Centrifugation 

L'extrait brut en suspension issu du stade 10 contient des proteines 
denaturees et des matieres insolubles dans I'eau que Ton elimine par 
centrifugation entre 14000 et 18000 g. 

Le produit centrifuge est d' aspect legerement colloidal et de couieur beige 
a brun. 

STADE 12 : Ultrafiltration 

Ce stade represente I'etape essentielle de Tisolement du produit. 

Le produit issu du stade 1 1 contient des substances de differentes tailles 
moleculaires : seis mineraux, proteines, giycoproteines, etc... 
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Les macromolecules de PM > 300000 constituant le produit sont isolees 
par ultrafiltration sur une membrane de seuil de coupure de 300 KD. 

Le produit, une fois introduit dans la cuve de I'appareil, est vehicule en 
permanence au moyen d une pompe, dans un circuit ferme comportant un 
5 ultrafiltre. Le milieu est maintenu homogene au moyen d'une agitation. La 

pression creee par la pompe sur la membrane filtrante, oblige une partie du 
solute a traverser cette membrane (permeat). 

La partie retenue (retentat), reste en circulation. Sachant que Ton opere a 
volume constant, la perte de volume est compensee en permanence par 
io I'apport d'un meme volume d'eau. 

En fin d'operation la solution est ultrafiltree. 

L ultrafiltrat obtenu est une solution liquide translucide legerement jaune. 



STADE 13 : Filtration 

La clarification du surnageant de centrifugation obtenu au stade 11 est 
15 affinee par filtration sur membrane de retention nominale de 1 ,2 pm. 

On obtient ainsi une "solution de glycoproteines" opalescente, de couleur 
beige clair a creme. 

STADE 14 : Lyophilisation 

Afin de permettre une bonne conservation du produit, la solution issue du 
20 stade 13 est ensuite lyophilisee, par un precede comportant une etape de 
congelation, puis la lyophilisation proprement dite. 

Les glycoproteines lyophilisees ont r aspect d'une poudre floconneuse de 
couleur blanche a creme, hygroscopique. 

STADE 15 : Melange 

25 Cette derniere etape a pour but d'homogeneiser les glycoproteines 
lyophilisees issues du stade 14. 



WO 02/055676 



PCT/FR02/00088 



44 

Latomisation peut se substituer avantageusement a la lyophilisation et au 
melange (LCOS 1014). 

ExempleH : Etude de I'effet de !a molecule LCOS 1013 sur ia 
maturation des cellules dendritiques derivees de 
monocytes humains. 

L'effet du LCOS 1013 sur la maturation des cellules dendritiques generees 
a partir de monocytes humains, a ete etudie sur des cellules provenant de 
3 donneurs differents, par comparaison avec le TNF-a. 

A. Protocole 

- Les monocytes purifies (plus de 90%) ont ete mis en culture dans du 
milieu RPMI contenant 10% de serum humain AB, en presence de facteurs 
de croissance GM-CSF (200U/ml) et II-4 (500U/ml) pendant 6 jours afin 
d'induire la differenciation des monocytes en cellules dendritiques 
immatures. La maturation des cellules a ete induite par addition de TNF-a 
(200U/m!) ou du compose LCOS 1013 (25 jag/ml) pendant 48H. 

- Le phenotype des cellules ainsi generees (apres 8 jours de culture) a ete 
examine par cytometrie en flux. L'expression du marqueur specifique de 
maturation des cellules dendritiques (CD83), des molecules de co- 
stimulation CD80, CD86, CD40, de la molecule d'adhesion CD54, de la 
molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II HLA-DR, a 
ete analysee. L'expression de la molecule CD1a, marqueur specifique des 
cellules de Langerhans, cellules dendritiques immatures, a egalement ete 
testee. 

- Les proprietes fonctionnelles des cellules ont ete etudiees a Taide de 
reactions mixtes lymphocytaires (MLR). Pour ce faire, une gamme de 
concentrations de cellules dendritiques a ete mise en presence d'une 
concentration definie de lymphocytes T allogeniques (reaction mixte 
allogenique) ou de lymphocytes T autologues (reaction mixte autologue), 
pendant 4 et 5 jours respectivement. La proliferation des lymphocytes T a 
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ete determinee par incorporation de thymidine tritiee. Les protocoles 
experimentaux de ces reactions mixtes lymphocytaires sont decrits plus en 
detail dans I'article de K. Duperrier et al. rnentionne plus haut. 

B. Resultats 
Phenotype des cellules dendritiques 

Les tableaux 10 a 12 ci-dessous resument les pourcentages depression 
des differents marqueurs ainsi que Tintensite moyenne de fluorescence 
(IFM) de chaque marqueur (entre parentheses). 



donneur 
1 


CD83 


CD80 


CD86 


CD40 


CD54 


HLA-DR 


CDla 


TNF-oc 


91% 
(132) 


69.7% 
(85) 


99.5% 
(209) 


99.4% 
(1084) 


98.4% 
(195) 


99.5% 
(803) 


13.2% 
(28) 


LCOS1013 


84.6% 
(157) 


93.2% 
(134) 


99.7% 
(214) 


99.7% 
(1270) 


99.2% 
(306) 


99.7% 
(502) 


10.8% 
(20) 


Tableau n° 10 


donneur 
2 


CD83 


CD80 


CD86 


CD40 


CD54 


HLA-DR 


CD1a 


TNF-a 


88% 
(221) 


55.1% 
(89) 


99.1% 
(299) 


99.2% 
(1104) 


97.8% 
(355) 


98.6% 
(1108) 


20.6% 
(215) 


LCOS1013 


81.4% 
(242) 


81.8% 
(169) 


98.1% 
(298) 


99.3% 
(1441) 


97.5% 
(416) 


98.8% 
(1102) 


11.1% 
(299) 



Tableau n° 11 
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donneur 

3 


CD83 


CD80 


CD86 


CD40 


CD54 


HLA-DR 


CD1a 


TNF-a 


91.8% 
(108) 


48.7% 
(65) 


98.5% 
(209) 


98.7% 
(918) 


95.9% 
(154) 


98.9% 
(768) 


neg. 


ILCOS1013 


92.3% 
(118) 


89.4% 
(104) 


98.2% 
(214) 


98.7% 
(1270) 


98.4% 
(288) 


97.5% 
(588) 


neg. 



Tableau n° 12 



Les cellules dendritiques generees en presence de la molecule LCOS 1013 
presentent un phenotype caracteristique des cellules dendritiques matures, 
s de par I' expression des molecules CD83, des molecules de co-stimulation 
et d'adhesion, ainsi que la faible expression du CD1a. 

II apparaTt cependant que le pourcentage d'expression, ainsi que TIFM de 
la molecule CD80, sont augmentes en presence de la molecule 
LCOS 1013, par rapport au TNF-a, de meme que TIFM des molecules 
10 CD40 et CD54. 

Ces resultats suggerent un effet differentiel de la molecule LCOS 1013 par 
rapport au TNF-a, quant a la maturation des cellules dendritiques. 

Fonctions des cellules dendritiques 

Les resultats des reactions mixtes lymphocytaires allogeniques sont 
is illustres a la figure 6. Us montrent que les cellules dendritiques cultivees en 
presence de LCOS 1013 presentent une capacite allostimulatrice elevee, 
comparable a celle des cellules generees en presence de TNF-a. 

Les resultats des reactions mixtes lymphocytaires autologues sont 
presentes a la figure 7. De fagon remarquable, les cellules dendritiques 
20 cultivees en presence de LCOS 1013 presentent une capacite de 
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stimulation des lymphocytes T autologues beaucoup plus importante que 
les cellules generees en presence de TNF-a (au moins 5 fois superieure). 

C. Conclusion 

Les resultats ci-dessus montrent que la molecule LCOS 1013 induit de 
5 fagon efficace la maturation des cellules dendritiques generees a partir de 
monocytes humains, aux niveaux phenotypique et fonctionnel. 

II est interessant de noter cependant que I'expression de la molecule CD80 
est fortement augmentee en presence de LCOS 1013, et que les cellules 
induisent une forte reponse autologue, par comparaison avec le TNF-a, 
io ceci pour les 3 donneurs testes. 

Ceci est en accord avec les resultats presentes par Scheinecker et al. 
(Journal of Immunology, 1998, 161 : 3966-3973), qui suggerem que la 
molecule CD80 jouerait un role essentiel dans I'initiation de la reaction 
mixte autologue. 

is Exemple 12 : Etude de Teffet de differentes concentrations de 

LCOS 1013 sur la maturation des cellules dendritiques. 

L'effet de differentes concentrations de LCOS 1013 sur la maturation des 
cellules dendritiques generees a partir de monocytes humains d'un seul 
donneur, a ete etudie, par comparaison avec le TNF-a. 
20 Les concentrations testees pour le LCOS 1013 sont 5, 10 et 25 ng/ml, et 
200 u/ml pour le TNF-a. 

Les resultats de P etude phenotypique sont resumes dans le tableau 
suivant : 
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donneur 1 


HLA-DR 


CD 83 


CD54 


CD 40 


CD 86 


CD 80 


TNF-a 
(200 U/ml) 


92,12 % 
877.54 


70,02% 
65,55 


87,12% 
137,49 


83,44% 
289.54 


94,44% 
180,81 


0,49% 
95.04 


LCOS1013 
(5 ug/ml) 


81,69% 
545,30 


76,35% 
119,62 


89,39% 
229,59 


75.02% 
454,18 


93.33% 
197 


3,26% 
90.79 


LCOS1013 
(10 jig/ml) 


87,17% 
500,55 


68,20% 
93,85 


90,66% 
229,17 


79,99% 
411,53 


94,47% 
184,14 


2.92% 
91.01 


LCOS1013 
(25 ug/ml) 


94,52% 
504,84 


66,35% 
105,29 


93.15% 
237,68 


91.22% 
394,41 


91,07% 
191,62 


1.07% 
99.64 



Tableau n°13 



La fonctionnalite des cellules obtenues a ete etudiee par des reactions 
mixtes lymphocytaires allogeniques et autologues, dont les resultats sont 
presentes a la figure 8. 

Les cellules dendritiques cultivees en presence de LCOS 1013, aux trois 
concentrations testees, presentent une capacite allostimulatrice elevee, 
comparable a celle des cellules generees en presence de TNF-a. 

La encore, et quelle que soit la concentration de LCOS 1013 utilisee, on 
observe que les cellules dendritiques cultivees en presence de LCOS 1013 
presentent une capacite de stimulation des lymphocytes T autologues 
beaucoup plus importante que les cellules generees en presence de TNF- 

a. 
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REVINDICATIONS 

1. Procede d'obtention de cellules dendritiques matures ou de 
macrophages actives a partir de monocytes, de precurseurs des 

5 monocytes, ou de cellules souches hematopoietiques, caracterise 

en ce que lesdits monocytes, precurseurs ou cellules souches sont 
mis en contact avec le RU 41740 ou un compose analogue de celui- 
ci, ce compose etant choisi de telle sorte que la mise en contact de 
cellules dendritiques immatures avec ledit compose permette la 

io maturation fonctionnelle des cellules dendritiques, attestee par leur 

capacite a 

- declencher in vitro une reponse primaire contre un antigene 
infectieux ou tumoral mis en contact avec les cellules 
dendritiques prealablement et/ou au cours de leur culture avec 

15 les lymphocytes T ; 

- induire la proliferation de lymphocytes T en culture mixte 
autologue ou allogenique. 

2. Procede d'obtention de cellules dendritiques matures ou de 
macrophages actives a partir de monocytes, de precurseurs des 

20 monocytes, ou de cellules souches hematopoietiques, caracterise 

en ce que lesdits monocytes, precurseurs ou cellules souches sont 
mis en contact avec le RU 41740 ou un compose analogue de celui- 
ci, ce compose etant choisi de telle sorte que la mise en contact de 
cellules dendritiques immatures avec ledit compose permette la 

25 maturation phenotypique des cellules dendritiques, attestee par une 

augmentation significative de P expression des molecules CD40, 
CD83, CD86, et HLA-DR et une diminution tres marquee de 
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I'expression des molecules CD14 et CD1a par lesdites cellules 
dendritiques. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que les 
monocytes, precurseurs ou cellules souches sont mis en contact 
avec un analogue du RU 41740 obtenu a partir de la souche 
Oi K 2 NCTC 5055 de Klebsiella pneumoniae. 

4. Procede d'obtention de cellules dendritiques matures presentant des 
antigenes choisis, a partir de monocytes, precurseurs des 
monocytes, ou cellules souches hematopoTetiques, caracterise en 
ce que lesdits precurseurs sont mis en contact avec le RU 41740 ou 
un analogue de celui-ci, couple a des molecules comportant lesdits 
antigenes. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que le couplage 
entre le RU 41740 ou son analogue et les antigenes est non 
covalent. 

6. Procede selon Tune des revendications 1, 2, 4 et 5, dans lequel le 
compose mis au contact des monocytes, precurseurs des 
monocytes, ou cellules souches hematopoTetiques est le RU 41740, 
couple ou non a des molecules antigeniques. 

7. Procede selon la revendication 6, dans lequel le RU 41740 est 
ajoute au milieu de culture des monocytes, precurseurs des 
monocytes, ou cellules souches hematopoTetiques, a une 
concentration finale comprise entre 1 ng/ml et 1 mg/ml, 
preferentiellement entre 100 ng/ml et 10 ^g/ml. 

8. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que ('analogue 
du RU 41740 est le LCOS 1013 ou le LCOS 1014. 
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9. Procede selon la revendication 8, dans lequel le LCOS 1013 ou le 
LCOS 1014 est ajoute au milieu de culture des monocytes, 
precurseurs des monocytes, ou cellules souches hematopoTetiques, 
a une concentration finale comprise entre 1 ng/ml et 1 mg/ml, 
preferentiellement entre 100 ng/ml et 50 Mg/ml. 

10. Procede selon Tune des revendications 1 a 9, dans lequel les 
cellules dendritiques sont traitees ex vivo, pour la preparation d'un 
medicament destine a la prophylaxie, I'attenuation ou le traitement 
de maladies cancereuses, infectieuses, allergiques ou auto- 
immunes. 

11. Utilisation du RU 41740 ou d'un analogue de celui-ci, pour la 
preparation d'une composition comprenant des cellules dendritiques 
matures et/ou des macrophages actives. 

12. Utilisation du RU 41740 ou d'un analogue de celui-ci, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique pour une 
administration topique, destinee a favoriser la maturation des 
cellules de Langerhans de la peau. 

13. Utilisation d'un produit de couplage entre le RU 41470 ou un 
analogue de celui-ci et un ou plusieurs antigenes, pour la 
preparation d'une composition apte a induire la production de 
cellules dendritiques matures ou de macrophages actives presentant 
lesdits antigenes. 

14. Utilisation de cellules dendritiques obtenues par un procede selon 
I'une des revendications 1 a 10, dans la fabrication d'une 
composition apte a favoriser une reponse immunitaire antitumorale. 
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15. Utilisation de cellules dendritiques obtenues par un procede selon 
Tune des revendications 1 a 10, dans la fabrication dune 
composition apte a favoriser une reponse immunitaire contre une 
infection par un micro-organisme. 

16. Utilisation de cellules dendritiques obtenues par un procede selon 
Tune des revendications 1 a 10 et incubees en presence d'un 
immunosuppresseur, dans la fabrication d'une composition apte a 
modifier la reponse immunitaire dans le sens d'une tolerance. 

17. Utilisation de cellules dendritiques obtenues par un procede selon 
Tune des revendications 1 a 10, pour la detection et/ou la 
caracterisation des antigenes d'histocompatibiiite. 

18. Produit de couplage entre le RU 41740 ou un analogue de celui-ci et 
des molecules antigeniques, pour induire la maturation de cellules 
dendritiques ou I'activation de macrophages. 

19. Produit de couplage selon la revendication 18, caracterise en ce que 
le RU41740 ou son analogue est lie aux molecules antigeniques par 
des liaisons non covalentes. 

20. Produit de couplage selon la revendication 18 ou 19, caracterise en 
ce que les molecules antigeniques sont de nature non proteique. 



